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論文内容の要旨
〔目的〕
成体晴乳動物の中枢神経細胞では、損傷を受けた軸索の再生は極めて難しい。網膜神経節細胞でも、軸索再生はお
ろかその生存すら困難である CBarkelaaret a l., 1994) 。この問題は、生存・軸索再生を支持する環境因子(末梢神
経)を視神経の近位切断端へ移植することによって克服されたが、それでもなお大量の細胞が失われ、その一部が軸
索再生するに過ぎない (Villegas-P駻ez et a l., 1988) 。そこで「生存細胞数を増加させれば、軸索再生も増大するの
ではないか。」という予測に基き研究が行われてきたが、充分な軸索再生は未だ得られていない。
網膜神経節細胞は軸索損傷後アポトーシス死に陥る。それはアポトーシス抑制因子 bcl-2 遺伝子の強制発現によっ
て劇的に阻止され (Cenniet al., 1996) 、さらに損傷部位では顕著な軸索発芽が見られるという (Chierziet a l., 1999) 。
これに続いて軸索再生が成立するかどうかという問題は、 bcl-2遺伝子の強制発現が幼齢ラット網膜神経節細胞の軸索
再生を直接促進するという報告 (Chen et a l., 1997) 以来、 in vitro、 in vivo 両面から議論されてきた。しかし、こ
の遺伝子の成熟個体内での軸索再生の促進効果に関しては、未だ明確な結論が得られていない。本研究ではこの疑問
を解明する。
〔方法ならびに成績〕
Martinou ら (1994) が作製した成体 bcl-2 トランスジェニックマウス (bcl-2 マウス)および野生型マウスを用い
た。手術的処置には、 60 g/kgBW のベントパルピタールナトリウム水溶液を腹腔内投与した。
まず、 Vidal-Sanz (1987) らによる視神経への坐骨神経移植がマウスでも可能なことを組織学的に示した。即ち移
植 4 週後、移植側の眼球の長軸切片上で、視神経断端と移植神経とが良好に接着していた。
次に蛍光物質の逆行性標識により、非移植網膜での正常網膜神経節細胞の全数、移植 4 週後の生存細胞数および移
植神経内を軸索再生した細胞の数を求めた。これらより移植後の生存率および軸索再生率を算出し、 bcl-2 マウスと野
生型マウスの問で比較した。生存率は Cenni ら(1996) の報告どおり、 bcl-2 マウスの方が 10 倍以上も高値だ、った。
しかし生存細胞の軸索再生率の方は、野生型マウスの僅か 1110 未満に過ぎず、 bcl-2 マウスでの軸索再生は全く促進
??? ?
されなかった。さらに、正常網膜神経節細胞全数に占める軸索再生細胞の割合は、野生型と bcl-2 マウスの間で差が
なかったことより (0.4% vs.0.3%) 、 bcl-2 マウスでは生存細胞数の増加にかかわらず、軸索再生数は全く増大しな
かったといえる。
移植 4 週後に RT97 で軸索を免疫染色した伸展網膜標本では、視神経乳頭周辺で伸展の方向を細胞体側へ反転させ
た軸索が、野生型のみならず bcl-2 マウスでも観察された。これより、 “軸索切断→軸索退縮→網膜内での軸索再伸
展→乳頭付近での軸索伸展の抑制→伸展軸索の反転"という過程により一部の軸索再生が成立しないため (Sawaiet 
a 1., 1996) 、軸索再生数を過小評価する可能性が残った。そこで、 bcl-2 マウスでの軸索再生が増大しないのは、こ
のような軸索伸展抑制等によるものではないことを示すために、次に視神経乳頭をバイパスする末梢神経移植を行い、
軸索再生能を評価した。すなわち、傷つけた網膜へ坐骨神経片を直接接触させ、 4 週後に伸展網膜標本の RT97 免疫
染色を行い、上述の様な軸索の反転がなく、全ての生存軸索が移植神経まで到達している網膜標本のみを選ぶことに
よって、抑制因子の影響を最大限排除した。そこで逆行性標識に基いた Inoue ら (2000) の方法に従い、軸索再生率
を評価した。それでもやはり、軸索切断した領域内にある網膜神経節細胞全数に占める軸索再生細胞の数の比率は、
野生型マウスと bcl-2 マウスの聞に差がなかった。
〔総括〕
bcl-2遺伝子を強制発現した成体網膜神経節細胞では、軸索再生にとって好適な環境を提供したのにもかかわらず、
生存細胞の軸索再生率は向上しなかった。従って Chen ら (1997) の結論に反し、 bcl-2 遺伝子の強制発現による成
体網膜神経節細胞の in vivo での軸索再生は、促進されないことが分かつた。さらに、生存数が増加しでも軸索再生
の数が全く増加しなかったことより、成体網膜神経節細胞の軸索再生能は元来低く、単に生存のみを促進しでも軸索
再生を増大させることはできないことが強く示唆された。
論文審査の結果の要旨
中枢神経ニューロンの一つである網膜神経節細胞は、損傷後の軸索再生能が極めて低い。最近の研究によれば、視
神経の切断端に末梢神経を移植することによって、切断された網膜神経節細胞の軸索が再生できるようになる。しか
しその軸索再生率は、種々の栄養因子などの眼球内添加にもかかわらず、高々 20・30%である。この低い軸索再生率
の大きな原因の一つは、大部分の網膜神経節細胞が軸索切断後に逆行性の細胞死に陥る事にある。そこで逆行性の細
胞死を何らかの方法で阻止すれば、軸索再生率を飛躍的に向上させることができると期待された。この考えに沿って、
これまで幾つかの研究がなされてきたが、明確な結論は得られていない。
そこで本研究では、神経細胞のアポトーシスを抑制すると報告されている bcl-2 遺伝子産物を強制発現したトラン
スジェニックマウス (bcl-2 マウス)を用い、視神経近位切断端と網膜内への二種類の方法で末梢神経移植を行い、 4
週後の網膜神経節細胞の生存率、軸索再生率を定量的に解析し、そのデータを野生型マウスの場合と比較した。その
結果、 (1)視神経近位切断端への末梢神経移植での網膜神経節細胞の生存率は、野生型に比べ bcl-2 マウスで約 10 倍と
高かった。 (2)同様の末梢神経移植法による生存細胞に対する軸索再生率は、 bcl-2 マウスでは、野生型の約 10 分の 1
と低かった。 (3)(2) と同じ実験で、網膜神経節細胞の総数に対する軸索再生率を比較すると、野生型と bcl-2 マウスの
間で、有意差がなかった。 (4)軸索伸展抑制因子が存在するといわれる視神経乳頭付近を回避するため、末梢神経片を網
膜損傷部へ直接挿入移植した場合にも、 4 週後の網膜神経節細胞の軸索再生率は、両マウスの間で、有意差がなかった。
本研究により、軸索切断された網膜神経節細胞の生存を維持させただけでは、軸索再生が増大しないことが明らか
になった。この事実は、網膜神経節細胞の軸索伸展を特異的に促進させる新たな因子・遺伝子の探索が必要であるこ
とを強く示唆している。一方、本研究によって、中枢神経ニューロンの軸索再生能の定量的評価法が確立され、今後、
この実験方法は様々な遺伝子改変マウスを用いた軸索再生促進因子・遺伝子の機能解析にとって、強力な研究手段と
なるであろう。以上より、本研究は博士(医学)の学位授与に値すると判断された。
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